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La presente invention a pour objet un procede de separation de la Lp(a) par electrophorese. des gels pour 
la mise en oeuvre de ce procede. ainsi que (application de ce procede a la determination du risque atherogene 
lie a la presence de la Lp(a) et plus particulierement aes risques que presente un mdividu d'etre atteint dune 
maladie telle que I'atherosclerose ou toute autre pathologie liee a cette dermere. 

L'electrophorese du serum ou du plasma humam en gel d'agarose. suivie dune coloration specifique des 
hpides, permet de separer et de visualiser les differentes fractions lipoproteiques, HDL VLDL, LDL et chylo- 
microns, dontles taux respectifs sont de precieux mdicateurs des risques d atheroscierose (FREDRICKSON 
et al., 1967, New Engl. J. Med., 276). 

La "Lp(a) M est une lipoproteine particuliere, idsntifiee par BERG en 1963 (Acta Pathol. Microbiol. Scand 
59. 369). Elle presente une grande similitude structural avec les LDL, mais est caractensee par une partie 
proteique supplemental, appelee apo(a). liee a I'apo B100 par des ponts disulfures. 

Bien que le role physiologique de la Lp(a) ne soil pas encore parfaitement elucide, de nombreuses etudes 
cliniques ont montre qu un taux eleve de Lp(a) plasmatique (superieur a 0.3 g/l) constitue un facteur indepen- 
dant de risque atherogene (KOSTNER etal.. 1981. Atherosclerosis. 33. 51; RHOADS et al 1986 J Ann Med 
Assoc.. 256. 2540). 

Actuellement. ! electrophorese classique du serum ou du plasma humam (gel standard : agarose 0.5 % 
en tampon Tris Veronal; voir Figure 1A). permet generalement la resolution de trois fractions lipoproteique S : 
les HDL (position a), les VLDL (position prep) et ies LDL (position p). La fraction Lp(a). quand elle est presente 
m.gre en position prepl. et ne peut generalement pas etre distinguee des VLDL de maniere suffisante pour 
ccnclure de facon certaine sur sa presence ou son absence dans le caare de la determination du risque athe- 
rogene lie a la presence de !a Lp(a) (BRUCKERT et al.. 1990. Chn. Chim. Acta. 188. 71 ). 

Par consequent, les differentes methodes permettant de depister ou de doser la Lp(a) plasmatique repo- 
sent toutes. a I'heurs actuelle. sur I'utihsation d'anticorps specifies. Ces methodes sont plus particuliere- 
ment les suivantes: I immunonephelemetne (CAZZOlATO et al.. 1983. Chn. Chim. Acta. 135. 203). I electro- 
synerese (MOLINARi et al., 1983. Oin. Chim. Acta. 128. 373). releciroimmunoditfus.on selon LAURELL (KOS- 
TNER et al.. 1981. Atherosclerosis. 38. 51). ies techniques immuncenzymatiques ELISA(ABE etal., 1988. Clin. 
Chim. Acta. 177, 31). ainsi qu'une technique d'immunoiaiex (VU DAC etal.. 1985. J. Lipid. Res., 26, 267). 

Cependant. ces dosages sont generalement ccuteux, et ne sont pas presents systematiquement par le 
chnicien dans le cadre dune rechercne de dyslipcproteinemie. Prealablement a un tel dosage, il serait done 
tres interessant de pouvejr depister la presence de Lp(a) en quantite pathciogique lors d une analyse lipopro- 
teique courante. 

Un des buts de la presente invention est precisement de mettre a la disposition des cliniciens, un procede 
de separation de la Lp(a) des autres lipoproteines du serum, qui soit d'un pi.x oe revient nettement inferieur 
aux procedes actuels. et qui. par consequent, puisse etre present dans le cadre d une recherche de dyslipo- 
protememie courante. 

La presente invention a egalement pour but de per mettre le depistage de facon fiable de la Lp(a). et par 
consequent le diagnostic in vitro fiable du risque d'appantion chez un individu de paihologies liees a I'athe- 
rosclerose. 

L invention concerne un procede de separation par electrophorese de ia Lp(a) et des differentes lipopro- 
teines contenues dans un milieu biologique. caracterise en ce que la migration e ! ectrophoretique des lipopro- 
teines est realisee dans des conditions telles que le gel d electrophorese et/ou le milieu biologique sus-men- 
tionne contient des composes susceptibles de modifier ce facon differentieile la mobiiite electrophoretique de 
la Lp(a). par rapport a celle des autres lipoproteines. 

Le procede sus-mentionne est plus particulierement caracterise en ce qu i! permet de separer systema- 
tiquement. dans un milieu biologique. la fraction Lp(a) des fractions VLDL et LDL. de preference tout en conser- 
vant la separation des HDL. LDL et VLDL. 

Un procede de Imvention particulierement avantageux est caracterise en ce que le compose susceptible 
de modifier de facon differentieile la mobiiite electrophoretique de la Lp(a) par rapport a celle des autres lipo- 
proteines est choisi parmi les cations ou complexes cationiques. les molecules ayant une partie hydrophobe 
et chargees negativement ou les agents tensio-actifs neutres. 

Selon un mode de realisation particulierement avantageux du procede de ('invention, les composes sus- 
ceptibles de modifier de facon differentieile la mobiiite electrophoretique de la Lp(a). par rapport a celle des 
autres lipoproteines. sont incorpores dans le gel d electrophorese utilise. C'est avantageusement le cas des 
cations. 

Selon un autre mode de realisation particulierement avantageux du procede de I mvention, les composes 
susceptibles de modifier de facon differentieile la mobiiite electrophoretique de la Lp v a). par rapport a celle 
des autres lipoproteines. et plus particulierement les molecules ayant une partie hydrophobe et chargees ne- 
gativement ou les agents tensio-actifs neutres. sont introduits dans le milieu biologique avant de proceder a 
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I'electrophorese sur gel classique. 

De preference, les molecules ayant une partie hydrophobe et chargees negativement susceptibles d'etre 
additionnees au milieu biologique, sont plus particulierement celles caracterisees en ce qu'elles ont des pro- 
prietes tensio-actives. 

5 Selon un autre mode de realisation de I'invention, les gels de Invention peuvent egalement etre prepares 

a partir de gels classiques modifies par penetration des composes charges, anioniques ou cationiques, prea- 
lablement incorpores dans le tampon de migration. Cette incorporation est realisee soit au cours d'une premi- 
gration electrophoretique precedant le depot des echantillons (le depot ayant lieu soit dans la zone du gel ou 
ces composes charges auront penetre, soit a proximite de cette zone) soit au cours de I'electrophorese pro- 

w prementdite. 

Les composes charges, anioniques ou cationiques, peuvent rr iifferemment etre incorpores aux tampons 
anodiques ou c.athodiques ou bien pour les composes anioniques uniquement au tampon cathodique et pour 
les composes cationiques uniquement au tampon anodique. 

Lorsque le depot de I'echantillon (milieu biologique) est effectue dans une zone d'un gel dans lequel les 
15 composes cationiques ou anioniques ont penetre par une etape de preelectrophorese, le lipidogramme obtenu 
est identique a celui qui serait obtenu avec un gel dans lequel ces composes cationiques ou anioniques au- 
raient ete introduits directement lors du coutage du gel. 

En revanche, jsi le^epot des echantillons est realise dans une zone de gel non encore atteinte par ces 
composes cationiques ou anioniques, etant entendu que les lipoproteines de I'echantillon seront amenees au 
20 contact de ces composes cationiques ou anioniques lors de la migration electrophoretique proprement dite de 
ces echantillons, Je pro/ i! obtenu sur le lipidogramme sera la resultante de la separation obtenue sur un gel 
classiqua et de la separation obtenue sur un gel modifie selon I'invention. II sera d'autant plus semblable au 
lipidogramme qui serait obtenu sur un gfcl ou les composes cationiques ou anioniques sont presents, que le 
depot de I'echantillon effectue apres I'etape depreelectrophorese sera realise a plus faible distance de la zone 
25 du gel jdu ces composes cationiques ou anioniques auront penetre par la premigration. 

L'addition de ces composes dans gel ou le milieu biologique modifie de facon differentielle la mobilite 
electrophoretique de la Lp(a) par rapport a celle des autres lipoproteines. 

Les cations o^complexes cationiques ou les agents tensio-aetifs neutres presentent la propriete de ralentir 
la vitesse de migration electrophoretique.des lipoproteines par rapport a la vitesse de migration de ces memes 
30 lipoproteines sur un gel d'electrophorese classique ne contenant pas ces cations ou complexes cationiques 
ou ces agents tensio-aetifs neutres. Cependant. la vitesse de migration- de la Lp(a) est moms ralentie que celle 
des autrss lipoproteines, ou est meme non modif iee par rapport a celle obtenue avec un gel ne contenant pas 
de cations pwde complexes cationiques ou d'agents tensio-actifs neutres. 

Pour une lipoproteine donnee, si I'on considere que d/d T represente le rapport entre la distance de migra- 
35 tion sur le gel contenant le compose et la distance de migration- sur le gel temoin de cette meme lipoproteine. 
et que le fraction Lp(a) est individualisee si sa distance par rapport a la fraction la plus proche (a savoir la VLDL) 
est d'au moins 3 mm, le facteur de freinage (d/d T ) de la fraction VLDL caracterisant les procedes de I'invention 
utilisant des catipns ou complexes cationiques ou des agents tensio-actifs neutres, est inferieur ou egal a 0,7. 
Les moJecuJes ayant unepartie hydrophobe et chargees negativement presentent quant a elles la propriete 
40 d'accelerer la vitesse de migration electrophoretique des lipoproteines par rapport a la vitesse de migration 
de ces- memes lipoproteines sur un gel d'electrophorese classique ne contenant pas ces molecules chargees 
negativement. Quant a la Lp(a). sa vitesse de migration n'est sensibiement pas modif iee par la presence d'une 
molecule $us-mentionnee, 

A ce titre, toujours dans I'hypothese ou la fraction Lp(a) est individualisee si sa distance par rapport a la 
45 fraction la plus proche (a savoir la LDL) est d'au moios 3 mm, le facteur d'acceJeration (d/d T ) de la fraction LDL 
caractef isant les procedes de I'invention utilisant des molecules ayant une partie hydrophobe et chargees ne- 
gativement, est au moms de I'ordre de 2.3. 

Comme vu precedemment, la vitesse de migration des lipoproteines sur le gel est diminuee en presence 
de cations ou complexes cationiques, la Lp(a) etant moins ralentie que les autres lipoproteines, elle devient 
dans ces conditions nettement individualisee sur le gel. Sur le lipidogramme de la F : gure 2A, la presence d'une 
fraction supplemental entre les VLDL et les HDL caracterise done la Lp(a). Cette fraction supplemental a 
ete identifiee sans ambiguite par immunofixation : la bande lipoproteique en question est revelee par les an- 
ticorps specif iques d.nges contre les apolipoproteines apoB et apo(a). alors quelle ne reagit pas avec les anti- 
apo-AI. -apo-AII -apo-CIII et -apo-E (Figure 3). 
55 Un procede particulierement avantageux dans le cadre de la presente invention est caracterise en ce que 

le compose susceptible de modifier de facon differentielle la mobilite electrophoretique de la Lp(a) par rapport 
a celle des autres lipoproteines est choisi parmi les cations ou complexes cationiques dont les hydroxydes. a 
pH allant d'environ 8 a environ 9. ne sont pas precipites ou sont partiellement precipites. de telle sorte qu'il y 
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att au moms 10-3 moles/! de cations ou de complexes catiomques non precipites dans le gel pour electropho- 
rese. 

De preference, les cations utilises dans le cadre de la presente invention ont un degre d'oxydation supe- 
r:eur ou egal a 2. 

De facon avantageuse, les cations sont choisis parmi tes colonnes lla. Ilia et lllb du tableau de Mandeleiev. 
Ces cations sont avantageusement choisis parmi Mg^, Ca 2 ". Ba^. Sr 2 *, Mn^", Be 2 ', Af 3 ~ La 3 * Ce 3 * In 3 * 
etY 3 *. 

De preference, le cation utilise est Mg 2 *. 

Les complexes cationiques utilises dans le cadre de la presente invention, sont avantageusement choisis 
parmi NH 4 *. (NH 4 *) 2 Fe2*, NH 4 *Fe 3 *. 

La concentration des cations ou complexes cationiques dans le gel est avantageusement de I'ordre de 
10- 3 a 10- 1 M, et de preference de I'ordre de 5.10-3 a 3. 10-2 M. Leffet ooserve de separation de la Lp(a) et 
des autres lipoproteines s'accentue en augmentant la concentration des cations ou complexes cationiques 
Toutefois. Incorporation dune trop grande quantite de sei (au-dela de 10-' M, voir meme 0,06 M) n'est pas 
sounaitable, car ceci augmente le temps de migration necessaire. et nuit a la separation des fractions VLDL 
etLDL 

Lanion composant le sel en solution de ces cations ou complexes cationiques n'intervient pas dans leffet 
observe de separation de la Lp(a) et des autres lipoproteines (chlorure, acetate, sulfate...)- 

Un autre procede particulierement prefere de Tin vention est caractense en ce que le compose susceptible 
de modifier de facon differentielle la mobHite electrophoretique de la Lp(a) par rapport aux autres lipoproteines 
est une molecule ayant une partie hydrophobe et cnargee negativement. 

De preference, la molecule ayant une partie hydrophobe et chargee negativement, 
. soit fait partie de la classe des agents tensio-actifs anioniques et comprend 

* soit une chaine al.pnatique lineaire ou rarnifiee de 3 a 10 atomes de carbone. comportant eventuel- 
lement des heteroatorr.es, comportant une fonction acide telle que sulfunque, sulfonique. carboxy- 
lique ou phosphonque. et posseaant une chaine aliphatique condensee comportant au moins 1 a 6 
cycles satures de 5 ou 6 atomes de carbone, 
- soit une chaine aliphatique lineaire ou rarnifiee d au moms 8 atomes de carbone. de preference de 
10 a 18 atomes de carbone, cette cnaino etant le cas echeant substitute par un (ou plusieurs) cycle(s) 
ou heterocycle(s) aromatique(s), ladite chaine ou ce (ou ces) cycle(s) ou heterocycle(s) aromati- 
que(s) etant substitue(s) par une tonction acide telle que carboxylase, sulfonique ou phosphonque. 
. soit est un derive aromat.que charge negativement et comportant au moms deux cycles aromatiques 
condenses tel que le naphtalene. ou un cycie aromatique condense s up, heferocycle aromatique telle 
que la quinoleine. ou deux heterocycles aromatiques condenses, l un au moms des cycles comportant 
une fonction acide telle que sulfunque. carbdxylique. sulfonique ou phosphonque etc... et lautre cycle 
ne comportant pas de fonction susceptible de faire perdre a I'ensemble de la molecule son caractere 
hydrophobe et notamment ne comportant pas de charge polaire. 
Parmi les agents tensio-actifs anioniques. on peut citer le sodium dodecylsuffate. le sodium dodecylben- 
zenesulfonate et le cholate de sooium. 

Des derives aromatiques charges negativement sont avantageusement choisis parmi les composes sui- 
vants: 

- acide naphtalene carboxylase -2. 

- acide naphtalene sulfonique-^, 

- acide amino-2 naphtalene sulfonique-1. 

- acide hydroxy-4 naphtalene sulfonique-1. 

- acide amino-1 naphtalene sulfonique-5. 

- NoirAmido, 

- Violet Acide 17. 

- Bleu de Coomassie R250. 

- Palatine fast black wan. 
et de preference; 

- acide hydroxy-1 naphtalene carboxylique-2. 

- acide hydroxy-3 naphtalene carboxylique-2. 

Pour les agents tensio-actifs anioniques. la gamme de concentration efficace est avantageusement dans 
le gel denviron 10* a environ 10 3 M. et de preference denviron 10-^ a environ 10 3 M. Dans le cas ou les 
agents tensio-actifs anioniques sont introduits dans le milieu biologique avant electrophorese, leur concentra- 
tion est avantageusement denviron 1 0^ M a 10 1 M, et de preference denviron 10 3 M a environ 10 2 M. Cette 
concentration est telle que la Vitesse de la migration de la LDL est davantage acceleree que celle de la fraction 
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Lp(a) de sorte que la distance minimale entre la Lp(a) et la fraction LDL, sur le gel, est d'au moins 3 mm (la 
Lp(a) se situant "derriere" la fraction LDL). 

En ce qui concerne les derives aromatiques charges negativement, la gamme de concentration efficace 
dans le gel est d'environ 1CH M a environ 10~ 1 M. de preference d'environ 10~ 2 M a environ 5.10 2 M, et s'ils 

5 sont introdu its prealablement dans le milieu biologique leur gamme de concentration efficace est d'environ 1 0 2 
M a environ 1 M, de preference d'environ 5.10~ 2 M a 5.10 1 M. 

Selon un autre mode de realisation preferee de ['invention, le compose susceptible de modifier de facon 
differentielle la mobilite electrophoretique de la Lp(a) par rapport aux autres lipoproteines est un agent tensio- 
actif neutre (ou detergent neutre). 

w De preference I'agent tensio-actif neutre est tel qu'il est soluble en phase aqueuse. et est avantageusement 

choisi par mi le Triton X1 00®, Triton X405®, le Tween 20®, le NP40® et le BRIJ35®. 

Lorsqu'ils sont dans le gel, les agents tensio-actifs neutres sont avantageusement a une concentration 
d'environ 10 6 a 10 3 M, de preference de 10^ M a 1Ch 3 M. Lorsqu'ils sont introduits dans I'echantillon biologi- 
que. prealablement a I'electrophorese. les agents tensio-actifs neutres sont avantageusement a une concen- 
ts tration d'environ 10^ M a 10" 1 M, etde preference 10~ 3 M a 10 2 M. 

Selon un autre mode de realisation de Invention, la separation de la Lp(a) et des differentes lipoproteines 
contenues dans un, milieu biologique, est avantageusement realisee sur un gel d'electrophorese modifie par 
rapport a un gel classique. par un melange de composes cationiques et de detergent neutre. Ces composes 
susceptibles de modifier la mobilite des Lp(a) sont ajoutes selon les modalites precedemment decrites confor- 

20 mement aux differents modes de realisation.de ('invention. 

Les proportions respectives des composes cationiques et des detergents neutres utilises sont determi- 
nes par les proprietes de ces constituants, a savoir leur capacite a ralentir preferentiellement certaines frac- 
tions iipoproteiques. Un ralentissement suffisant<les VLDL permettant de visuahser la Lp(a) peut etre obtenu 
en utilisant exclusivement un compose cationkjue ou un detergent neutre. 

25 Mais dans le cas de I'utilisation d'un serum tres frais (ayant moins de 24h lorsqu'il est conserve a 4°C) la 

grande mobilite des VLDL observee obJige a utiliser une concentration tres importante de composes cationi- 
ques et dans ce cas les LDL trop ralenties restent au poin.t de depot et la force ionique atteinte est excessive 
ce qui entraine un temps de migration plus long. Dans ce cas on peut avantageusement ajouter un detergent 
neutre aux composes cationiques, .- - •■ ; j 

30 De merrae Jorsquavec un serum tres frais pn.utilise.-seulement un detergent neutre, on peut observer un 

trop fort ralentissement de-la fraction LDL qui peutmasquer la Lp(a). ainsi quune distorsion des bandes. L'uti- 
lisation cQ j niuguee. l en proportions optjmales determinables par rhomme du metier, de composes cationiques 
et de detergent neutre permet d'obtenir le profil lipoproteique souhaite. 

L'invention a egalement pour objet tout gel pour electrophorese caracterise en ce qu'il comprend des ca- 

35 tions ou complexes cationiques. . 

Les cations ou complexes cationiques compris dans ces gels sont avantageusement choisis parmi ceux 
decnts cir.dessus. v. 

L'invention concerne aussi tout gel pour electrophorese caracterise en ce qu'il comprend des molecules 
ayant une partie hydrophobe et chargees negativement, .notamment celles choisies parmi les molecules de- 

40 cntes ci-dessus. 

L'invention concerne egalement tout gel pour electrophorese caracterise en ce qu'il comprend des agents 
tensio-actifs neutres. notamment ceux choisis parmi les agents decrits ci-dessus. 

L'invention vise de preference un gel d'electrophorese, caracterisee en ee qu'il comprend en melange, des 
composes cationiques et des detergents neutres. 
45 L'invention vise plus particulierement lutilisation de ces gels pour la mise en oeuvre d'un procede de se- 

paration par electrophorese de la Lp(a) et des differentes fractions lipoproteiques contenues dans un milieu 
biologique. tel que decrit ci-dessus. 

Un gel particulierement prefere de I'invention est celui comprenant a titre de cation Mg 2 *. dans les condi- 
tions de concentration precisees ci-dessus. 
50 Les gels de l'invention sont. la presence de composes susceptibles de modifier de facon differentielle la 

mobilite electrophoretique de la Lp(a) par rapport aux autres lipoproteines mise a part, des gels classiquement 
utilises dans le domaine de I'electrophorese, notamment des gels d'agarose. de polyacrylamide ou d'acetate 
de cellulose. 

Les gels de l'invention peuvent etre prepares par melange de la solution des composes sus-mentionnes 
55 avec celle du gel a chaud. suivi d'une etape de solidification du gel par retour a temperature ambiante. 

Les gels de I'invention peuvent egalement etre prepares par immersion d'un gel dans une solution de 
composes sus-mentionnes. pendant un temps suff isant pour que penetre la quantite requise de compose sus- 
mentionne. 
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L'invention concerne egalement I'application du precede de separation de la Lp(a) decrit ci-dessus, a la 
determination, chez rHomme, du risque atherogene lie a la presence de la Lp{a) dans I'organisme. 

A ce titre. l'invention a pour objet une methode de determination in vitro du risque atherogene lie a la pre- 
sence de la Lp(a), cette methode etant realisee a partir d'un echantillon biologique preleve chez I'homrne, no- 
5 tamment a partir de serum ou de plasma, et comprenant: 

- te depot dune quantite approprlee de I'echantillon biologique sous forme liquide sur un gel d'electro- 
phorese contena't au moins un compose susceptible de modifier de facon differentielle la mobilite elec- 
trophoretique de la Lp(a) par rapport aux autres lipoproteines, notamment un gel te! que def ini ci-dessus, 
ou sur un gel prepare extemporanement, a partir d'un gel ciassique ne comprenant pas de compose tel 

10 que def ini ci-dessus, par immersion, pendant un temps suffisant, de ce gel ciassique dans une solution 

de ce compose pour que penetre la quantite requise de compose sus-mentionne, notamment dans une 
solution contenantdes cations ou complexes cationiques choisis notamment parmi ceux cites ci-dessus, 
ou des molecules ayant une partie hydrophobe et chargees negativement choisies notamment parmi 
celles citees ci-dessus ou des agents tensio-actifs neutres choisis notamment parmi ceux cites ci-des- 

15 SUS, 

- une etape de migration electrophoretique, 

- la detection de !a Lp(a) eventuellement presente dans I'echantillon biologique. notamment a I'aide d'un 
colorant specif ique des lipoproteines tel que le colorant Noir Soudan, Rouge Soudan, ou de react ifs en- 
zymatiques specifiques des lipides ou d'anticorps diriges contre les lipoproteines, et en particulier contre 

20 la Lp(a). 

L'invention concerne egalement une methode de determination in vitro du risque atherogene lie a la pre- 
sence de la Lp(a). cette methode etant realisee a partir d'un echantillon biologique preleve chez I'homme. no- 
tamment a partir de serum ou de plasma, et comprenant: 

- I'incubation de I'echantillon biologique preleve avec une solution contenant des molecules ayant une 
25 partie hydrophobe et chargees negativement choisies notamment parmi celles citees ci-dessus ou des 

agents tensio-actifs neutres, notamment ceux cites ci-dessus. 

- le depot d'une quantite appropriee de I'echantillon biologique ainsi traite sur un gel ciassique pour elec- 
trophorese, 

- une etape de migration electrophoretique. 

30 - la detection de la Lp(a) eventuellement presente dans I'echantillon biologique. notamment a I'aide d'un 

colorant specif ique des lipoproteines tel que le colorant Noir Soudan, Rouge Soudan, ou de reactifs en- 
zymatiques specifiques des lipides, ou a'anticorps diriges contre les lipoproteines, et en particulier 
contre la Lp(a). 

La position de la Lp(a), qui peut etre reperee par un anticorps specif ique anti-Lp(a). est. en pratique cou- 
35 rante mettant en oeuvre le procede de ('invention, revelee par un colorant specif ique des lipoproteines tel que 
le Noir Soudan, le Rouge Soudan ou des reactifs enzymatiques specifiques des lipides. 

Ces methodes de determination du risque atherogene comprennent avantageusement une etape supple- 
mental de dosage de la Lp(a), notamment selon la methode de LAURELL et al publiee dans Anal. Biochem. 
(1966) ^5:45-52. Le seuil de sensibilite de la methode de diagnostic de ('invention est de I'ordre de 0,15 g/l 
40 de Lp(a) plasmatique, le taux pathologique de Lp(a) etant de I'ordre de 0.3 g/l. 

Le procede selon l'invention permet de facon mteressante, la separation de la Lp(a) sous sa forme native, 
des differentes lipoproteines presentes sous leur forme native dans le milieu biologique depose surle gel, et 
ce par une electrophorese suivie d'une revelation coloree. sans faire necessairement appel a la technique d'im- 
munoblot. 

45 Lors de la realisation du procede seion l'invention, la Lp(a) est situee entre les fractions VLDL et HDL. se 

trouve ainsi dans une zone parfaitement resolue sur fe gel et depourvue de trainees (done depourvue de bruit 
de fond). 

De plus selon le procede de l'invention, la fraction IDL parfois presente dans la I'hyperlipidemie de type 

III est situee entre la fraction LDL et VLDL et ne peut en aucun cas etre confondue avec la Lp(a). 
50 Enfin dans le cas dechantillons de serum vieillis, le ralentissement de la fraction VLDL (prep) ne peut en 

aucun cas masquer la Lp(a) qui precede la fraction VLDL. 

Par la technique d'electrophorese sur gel ciassique et comme consequence des differents inconvenients 

decrits plus haut il est mentionne que la lecture densttometrique du lipidogramme presente une moindre spe- 

cificite et sensibilite que I'examen visuel de I'analyse. 
55 La correlation entre les valeurs de Lp(a) obtenues par densitometrie sur gel ciassique avec une technique 

de dosage de la Lp(a) par immunonephelemetrie est seuiement de x = 0.55 (Clinica Chimica Acta. 188 -1990- 

P71-78). 

Selon le procede que nous proposons. la correlation entre la densitometrie du lipidogramme et une tech- 
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nique de dosage de la Lp(a) par electroimmunodiffusion selon Laurell montre un coefficient de correlation n 
= 0.91 (sur 30 serums Lp(a) positifs). 

L'invention a egalement pour objet des kits pour ia mise en oeuvre d'un procede ou d'une methode de 
diagnostic selon l'invention, comprenant: 
5 - un gel pour electrophorese, notamment un gel d'agarose, 

- une, ou plusieurs, solution(s) de composes, ces composes etant notamment des cations ou complexes 
catidniques choisis notamment parmi ceux cites ci-dessus, ou des molecules hydrophobes chargees 
negativement choisies notamment parmi celles citees ci-dessus ou des agents tensio-actifs neutres 
choisis notamment parmi ceux cites ci-dessus, 

10 - la ou les solutions de tampons necessaires a la migration electrophoretique des lipoproteines sur le gel, 

- les reactifs permettant de detecter les lipoproteines, dont la Lp(a), apres migration sur le gel, notamment 
le colorant Noir Soudan, Rouge Soudan, ou de reactifs enzymatiques specifiques des lipides. 

La solution utilisee dans le kit 

- soit sert a retamponner le gel, 

rs - soit est ajoutee dans I'echantillon biologique. 

L'invention concerne egalement des kits tels que decrits ci-dessus comprenant : 

- un gel selon ('invention comprenant au moins un compose susceptible de modifier de facon differentielle 
la mobilite electrophoretique de la Lp(a) par rapport aux autres lipoproteines, notamment un gel tel que 
defini ci-dessus, 

20 - la ou les solutions de tampons necessaires 9 la migration electrophoretique des lipoproteines sur le gel, 

- les reactifs permettant de detecter les lipoproteines, dont la Lp(a), apres migration sur le gel, notamment 
le colorant Noir Soudan, Rouge Soudan, ou de reactifs enzymatiques specifiques des lipides. 

Legende des figures : 

25 

- Figures 1A et 1B : 

Les figures 1 Aet 1 B represented un lipidogramme obtenu surun gel temoin (ne contenant pas de compose 
susceptible de modifier de facon differentielle la mobilite electrophoretique de la Lp(a). par rapport a celle des 
30 autres lipoproteines) d'agarose 0,5 %, le tampon de migration utilise etant le suivant ; 
- Tris '0,06 M, Veronal 0.01 M, Veronal sode 0,05 M, BSA 1 g/L 
Sur les 2 pistes de gauche (pistes 1 et 2), les serums deposes possedent un taux de Lp(a) pathologique. 
Sur les 2 pistes de droite (pistes 3 et 4), les serums deposes ont un taux de Lp(a) nul ou tres faible. 
La Figure 1A represente la revelation des lipoproteines avec du Noir Soudan. 
35 La Figure 16 represente I'immunof ixation avec up antiserum specifique dirige contre l'Apo(a) et permet 

de mettre en evidence la Lp(a) sur les pistes 1 et 2 qui n etait pas visible sur le lipidogramme de la Figure 1 A. 
car la Lp(a) est superposee a la fraction VLDL. 

- Figures 2A et 2B : 

40 ... 

Les f igures 2A et 2B represented un lipidogramme obtenu surun gel de Tinvention contenant 0.03 M d'ace- 
tate de magnesium (le tampon est identique a celui decrit dans la Figure 1 A). Sur ces gels sont disposes les 
memes serums que sur les Figures 1 A et 1 B et aux memes positions. 

La Figure 2A represente la revelation des lipoproteines avec du Noir Soudan. 
45 Sur les deux pistes 1 et 2 de la Figure 2A, on observe la presence d'une bande qui ne figurait pas sur la 

Figure 1 A et qui correspond a la Lp(a). 

La Figure 2B represente I'immunof ixation avec un antiserum specifique dirige contre I'Apo(a) et conf irme 
la revelation de la Lp(a), qui apparait egalement dans la Figure 2A. 

50 - Figure 3 : 

La Figure 3 represente un lipidogramme obtenu avec un gel identique a celui des figures 2A et 2B. dans 
des conditions de migration identiques a celles utilisees dans le cadre des figures 2A et 2B. 
Un serum possedant un taux pathologique en Lp(a), a ete depose sur les 6 pistes. 
55 Sur les pistes 1 a 5. on a effectue des immunofixations. avec les antiserums suivants: 

piste 1 : anti-apoE 
piste 2 : anti-apoCltl 
piste 3 : anti-apo Al 
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piste 4 : anti-apo(a) 
piste 5 : anti-apoB 

piste 6 : on a effectue la coloration des lipoproteines au Noir Soudan. 

On constate que la Lp(a) (constitute d'apo(a) et d'apoB) est separee des VLDL et LDL et nest pas de- 
gradee. 

- Figure 4 : 

La Figure 4 represente un gel contenant de I'acide hydroxy-1 naphtalene carboxylique-2 a 0,026 M Huit 
serums differents contenant des taux allant de 0 a 0.7 g/l de Lp(a) ont ete deposes. 

La migration a lieu a 50 V pendant 45 mn. La revelation des lipoproteines est effectuee a I'aide de Noir 
Soudan. 

On constate la presence de ta Lp(a) situee en arriere de la fraction LDL, et de facon bien differenoee. 

- Figures 5A et 5B : 

Les Figures 5A et 5B represented un ge! tel que def ini pour la Figure 1 A, sur lequel on a depose les quatre 
echantillons suivants : 

. piste 1 : serum non traite, 
. piste 2 : serum traite au Triton X-100 10~ 3 M. 
. piste 3 : serum traite au Tween 20 10~ 3 M. 
. piste 4 : serum traite au BRIJ 35 10 3 M. 

L electrophorese a ete effectuee dans les conditions decrites a propos de la Figure 1A. 

Sur la Figure 5A. les lipoproteines ont ete colorees au Noir Soudan. Sur la Figure 5B, on a effectue une 
immunofixation avec un antiserum specifique dirige contre la Lp(a). 

On constate que les detergents neutres on: un effet de freinage sur les lipoproteines, la Lp(a) etant beau- 
coup moins affectee que les autres fractions iipoproteiques. 

- Figure 6 : 

La Figure 6 represente I electrophorese d'un serum contenant de la L p(a), sur un gel dans lequel la partie 
droite comprend une molecule ayant une partie hydrophobe et chargee negativement (acide hydroxy-1 naph- 
talene carboxylique-2) et dans lequel la partie gauche ne comprend pas a; compose et correspond done a 
une partie de gel temoin. 

Cette experience montre directement I'effet de I'acide hydroxy-1 naphiaiene carboxylique-2 sur les diffe- 
rentes fractions Iipoproteiques : les HDL VLDL et LDL sont fortement accelerees. alors que la Lp(a) garde sen- 
siblement la meme mobilite. 

EXEMPLE I : DESCRIPTION DES MANIPULATIONS CORRESPONDANT AUX FIGURES 1 ET 2 
1) Preparation des gels des figures 1Aet 1B : 

La composition du gel est la suivante : - 
- agarose 0.5 %, Tris 0.06 M, Veronal 0.01 M, Veronal sode 0.05 M, albumine bovine 0.1%. 

Dans un Erlenmeyer de 100 ml. on introdu:t 39 ml deau demineralisee et'on ajoute sous agitation magne- 
tique 0,25 g d agarose. On porte a ebullition pendant 5 mn sur plaque chauffante et sous agitation constante. 
Lagarose est alors dissout. donnant une solution parfaitcment limpide. On equilibre ensuite la temperature de 
la solution a 50°C dans un bain thermostate. 

Dans un Erlenmeyer de 50 ml. on introduit 1 0 ml d eau demineralisee et on ajoute sous agitation magne- 
tique 0.36 g de Tris. 0.092 g de Veronal, 0.515 g de Veronal sode. Apres dissolution complete. I ensemble est 
stabilise a 50°C dans le bain thermostate. 

Dans un tube a hemolyse. on introduit 1 ml d eau demineralisee et 0,05 g d'albumine bovine. La dissolution 
est acceleree a laide d'un vortex. La solution est portee a 50°C. 

Dans TErlenmeyer de 100 ml contenant la solution d agarose, on ajoute sous agitation magnetique les so- 
lutions concentrees de tampon et d'albumine bovine. Lensemble est bien homogeneise et maintenu a 50-C 

Le gel est ensuite coule. Pour ce faire. 5 ml de cette solution sont repartis uniformement sur un film plas- 
tique hydrophile de dimensions 10x8 cm. 
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2) Preparation des gels des figures 2A ET 2B : 

La composition du gel est la suivante ; 

- agarose 0,5%, Tris 0,06 M, Veronal 0,01 M, Veronal sode 0,05 M, acetate de magnesium 0,03 M, al- 

bumine bovine 0,1%. 

La preparation du gel suit le meme protocole que celui des figures 1Aet 1B, a la difference pres que Ton 
ajoute 0,322 g d'acetate de magnesium tetrahydrate a la solution tampon concentre. 

3) Conditions de migration : 

Les serums frais sont deposes a 2, 5 cm du bord cathodique du gel (depots de 3 jaI). 

La migration est realisee en tampon Tris 0,06 M, Veronal 0.01 M, Veronal sode 0,05 M a 50 V pendant 45 



mn. 



Dans le cas des figures 1 A et 1 B, la migration dure pendant 45 mn. 
15 Dans le cas des figures 2A et 2B, la migration est poursuivie pendant 1 h. 

Apres la migration, le gel est seche completement et colore avec un colorant des lipides (Noir Soudan) 
(figures 1 Aet 2A). ou soumis a une immunof ixation avec un antiserum specif ique dirige contre la Lp(a) (figures 
1Bet2B). 

20 EXEMPLE II : DESCRIPTION DES MANIPULATIONS CORRESPONDANT A LA FIGURE 6 : 

Le gel est identique a celui de la Figure 4. Une premigration d'une heure a 50 V est effectuee dans le sens 
indique sur la Figure. Au .cours de cette p/emigration, I'anion se deplace versj'anode.-de sorte que la partie 
cathodique du gel sen trouve depourvu% 
25 Un depot unique dun serun> contenant de la Lp(a) est ensuite pratique sur toute la longueur du gel, et la 

migration s'effectue dans le sens perpendiculaire a celui de la premigration pendant 45 mn. Les lipoproteines 
sont ensuite colorees au Noir Soudan. 

EXEMPLE III : COMPARAISON DES DISTANCES DE MIGRATION DES FRACTIONS LIPOPROTEIQUES 
30 SUR JDJF FERE NTS GELS : , , 

- ■ • ••. -'rrx-'.'sf :- ' ' 
d dis tance de migration sur le gel contenant le compose 

d T distance de migration sur le gel temoin 

1\Ge! de l'irvy«ntion avec acetate de magnesium 0.03 M (gel de la Figure 2): 



- 

Fraction 
lipoproteique 


HDL 


VLDL 


LDL 


Lp(a) 


d 


0 ,75 

! 


0 ,61 


0,5 

J 


0 , 96 



45 



50 



2) Gel de I'invention contenant I'acide hydroxy-1 naphtalene carboxylique-2 0,026 M (gel de la Figure 4): 



Fraction 


HDL I VLDL j LDL 


Lp(a) 


lipoproteique 






- 

d 


1,42 1,9 ( 2,67 


1,1 






! 



55 



EXEMPL E IV 

Un gel classique de meme composition que celui obtenu dans Texemple I correspondant aux figures 1 A 
et 1 B est soumis avant le depot des echantillons a une preelectrophorese avec le tampon Tris 0.06M. Veronal 
acide 0.01 M Veronal sode 0.05 M. albumine bovine 0.1 % auquel a ete ajoute dans le bac cathodique. I'acide 
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hydroxy 1 naphtalenicarboxylique 2 a la concentration de 0.026M. 

Apres 30' de migration sous 50 Volts correspondant a un gradient de potentiel d'environ 6 V/cm la pene- 
tration dans le gel de I'acide hydroxy 1 naphtalene carboxyl.que 2 est de 40 mm a partir du bac cathod.que 
Les echantillons sent alors aeposes dans cette zone par exemple a 30 mm du bord cathodique du gel et la 
migration des echantillons est alors realisee avec les memes tampons pendant 45' sous une tension de 50 V 

Les hpidogrammes obtenus sont identiques a ceux obtenus sur le gel de la figure 4. 

EXEMPLE V 

Un gel classigue de meme composition que celui de I'exemple I figures 1 A et 1 B est soumis avant le depot 
des echantillons a une preelectrophorese avec le tampon de migration Tns 0.6M. Veronal acide 0 01 M veronal 
sode 0,05 M, albumine bovine 0. 1 % auquel a ete ajoute dans le bac anodique 5 10" 2 M d acetate de magnesium 

Apres 45- de migration sous 50 V correspondant a un gradient de potentiel d environ 6V/cm la penetration 
dans le gel aes ions Mg 2 * a partir du bac anodique est de 40 mm. 

Les echantillons sont aiors deposes dans une zone du gel qui n'a pas encore ete attemte par le front des 
ions Mg*- venant du bac anodique et situee par exemple a 45 mm du bord anodique du gel. La migration est 
alors realisee avec les memes tampons pendant 1 h sous une tension de 50 V. Le prof il obtenu est analogue 
a celui obtenu sur les gels des figures 2A et 2B avec en particulier la fraction Ipa precedant la fraction VLDL 
mass avec une meilleure separation entre la fraction LDL et le point de depot des echantillons. 



Revendications 

1. Procede de separation par electrophorese de la Lp(a) et des differences lipoproteins contenues dans un 
milieu biologique. caracterise en ce que la migration electrophoretique des lipoproteines est realisee dans 
des conditions telles que le gel d'electrophorese et/ou ie milieu biologique sus-mentionne contient des 
composes susceptibles de modifier de facon differentielle .a mobilite electrophoretique de la Lp(a), par 
rapport a celle des autres lipoproteines. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le susdit compose permet de separer, dans un 
milieu biologique. la fraction Lp(a) des fractions VLDL et LDL. de preference tout en conservant la sepa- 
ration des HDL, LDL et VLDL. 

3. Procede selon Tune quelconque des revendications - ou 2. dans iequel le compose susceptible de mo- 
difier de facon differentielle la mobilite electrophoretique de !a Lp(a) par rapport a celle des autres lipo- 
proteines est choisi parmi les cations ou complexes cationiques. les molecules ayant une partie hydro- 
phobe et chargees negativement ou les agents tens.o-actifs neuires. 

4. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 3. caracte,ise en ce que le compose susceptible 
de modifier de facon differentielle la mobilite electrophoretique de la Lp(a) par rapport a celle des autres 
lipoproteines est choisi parmi les cations ou complexes cationiques dont les hydroxydes. a pH allant d'en- 
viron 8 a environ 9, ne sont pas precipites ou sont partieliement precipites, de telle sorte qu'il y ait au 
moms 10-3 moles/I de cations ou de complexes cationiques non precipites dans le gel pour electrophorese. 

5. Procede seion ! une des revendications ' a 3. caracterise en ce que les cations ont un degre d'oxydation 
supeneur ou egai a 2. et sont de preference choisis parm, :es colonnes lla. ilia et 1Mb du tableau de Man- 
deleiev. et sort notamment choisis parmi Mg 2 ", Ca 2 ". Ba 2 \ Sr 2 ". Mn Be 2 *, AP\ La 3 ". Ce 3 ", In 3 * et Y 3 * 
de preference Mg~. et en ce que les complexes cationiques sont notamment choisis parmi NHT 
(NH 4 -) 2 Fe 2 *, NH/Fe 3 *. 

5. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 4, caracterise on ce que la concentration des ca- 
tions ou complexes cationiques, dans le gel d'electrophorese. est de I'ordre de 10 3 M a 10" 1 M, de pre- 
ference de I'ordre de 5 x 10 3 M a 3 x ';0 2 M. 

r. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 3. caracterise en ce que le compose susceptible 
de modifier de facon differentielle la mobilite electrophoretique de la Lp(a) par rapport aux autres lipo- 
proteines est une molecule ayant une partie hydrophobe et chargee negativement. 

I. Procede selon la revendication 7. caracterise en ce que la molecule ayant une partie hydrophobe et char- 
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gee negativement, 

. soit fait partie de la classe des agents tensio-actifs anioniques et comprend 

* soit une chaine, aliphatique lineaire ou ramifjee de 3 a 10 atomes de carbone, comportant even- 
tuellement des heteroatomes, comportant une fonction acide telle que sulfurique, sulfonique, car- 
boxylique ou phosphorique, et possedant une chaine aliphatique condensee comportant au 
moins 1 a 6 cycles satures de 5 ou 6 atomes de carbone, 

* soit une chaine aliphatique lineaire ou ramifiee d'au moins 8 atomes de carbone, de preference 
de 10 a 1 8 atomes de carbone, cette chaine etant le cas echeant substitute par un (ou plusieurs) 
cycle(s) ou heterocycle(s) aromatique(s), ladite chaine ou ce (ou ces) cycle(s) ou heterocycle(s) 
aromatique(s) etant substitue(s) par une fonction acide telle que carboxylique, sulfonique, sulfu- 
rique ou phosphorique, 

. soit est un derive aromatique charge negativement et comportant au moins deux cycles aromatiques 
condenses tel que le naphtalene, ou un cycle aromatique condense a un heterocycle aromatique telle 
que la quinoleine, ou deux heterocycles aromatiques condenses, Tun au moins des cycles compor- 
tant une fonction acide telle que carboxylique, sulfonique, sulfurique ou phosphorique et I'autre cycle 
ne comportant pas de fonction susceptible de fairaperdre a I'ensemble de la molecule son caractere 
hydrophobe et notamment ne comportant pas de charge polaire, 

cette molecule ayant une partie hydrophobe et chargee negativement etant notamment choisie parmi les 

composes suivants: 

- sodium dodecylsulfate, 

- sodium dodecylbenzenesulfonate. 

- cholate de sodium, 

- acide naphtalene carboxylique-2, 

- acide naphtalene sulfonique-2, 

- acide amino- 2 naphtalene sulfonique- 1, 

. - acide hydroxy-4 naphtalene sulfonique-1 . 

- acide amino-1 naphtalene sulfonique-5,^ 

- NoirAmido, 

- Violet Acide 17, , •, • 

. - Bleu de-CQomassie R250,. -. ( - • 

- Palatine fast black wan, 
et de preference 

.-.-acid© hydroxy- 1 naphtalene carboxyiique-2, 
; - acide hydroxy-.3 naphtalenecarboxylique-2. -i 

Precede selon Ijune queiconquedes revindications^ a 3, caracterise en ce que le compose susceptible 
de modifier de facon differentielle la mobilite electrophoretique de la Lp(a) par rapport aux autres lipo- 
proteins est un agent tensio-actif neutre (ou detergent neutre).' 

Procedei seton-ta revendicatian.9, dans l^quel I'agent tensioractif neutre est tel qu'il est soluble en phase 
aqueuse/it est avantageusement choisi parmi le Triton X100®. Triton X405®. le Tween 20®, le NP40® 
etleBRIJ?^ - .• . . . r - '■■ ■ 

Precede selpn.l'une guelconque des revendicatigns 8 a 10, caracterise en ce que la concentration des 
agents tensio-actifs anioniques ou des agents tensiQ-actifs neutre* dans le gel d'electrophorese, est de 
I'ordre de.10^ 6 a 1 0" 3 M, de preference de 1 0-* &-1 O^ 3 et s'ils sont introduits prealablement dans le milieu 
biologique de I'ordre de 10^ a 10~ 1 M et de preference de I'ordre de 10" 3 a 10~ 2 M. 

Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, caracterise en ce que la concentration des de- 
rives aromatiques charges negativement dans le gel est d'environ 1 0^ 3 a 1 0~ 1 M, de preference d'environ 
10 2 a 5.10 2 M, et s'ils sont introduits prealablement dans le milieu biologique, d'environ 10~ 2 M a environ 
1 M. de preference d'environ 5.10 2 M a environ 5.10" 1 M . 

Gel pour electrophorese caracterise en ce qu'il comprend des cations ou complexes cationiques. notam- 
ment cho.sis parmi Mg^, Ca 2 \ Ba 2 ~. Sr 2 *. Mn 2 *. Be 2 \ Al 3 \ La 3 *, Ce 3 \ In 3 *, Y 3 *, de preference Mg 2 ~. et en 
ce que les complexes cationiques sont choisis parmi NH 4 *. (NH 4 ') 2 Fe 2 \ NH/Fe 3 * en melange avec des 
agents tensio-actifs neutres, notamment choisis parmi: 

- Triton X100. 
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- Triton X405. 

- Tween 20, 

- NP40 et 

- BRIJ35. 

14. Gel pour electrophorese caracterise en ce qu'il comprend des molecules ayant une partie hydrophobe et 
chargees negativement, notamment choisies parmi: 

- sodium dodecylsulfate. 

- sodium dodecylbenzenesulfonate. 

- cholate de sodium, 

- acide naphtalene carboxylique-2, 

- acide naphtalene sulfonique-2, 

- acide amino-2 naphtalene sulfonique-1, 

- acide hydroxy-4 naphtalene sulfonique-1, 

- acide amino-1 naphtalene sulfonique-5, 

- NoirAmido. 

- Violet Acide 17, 

- Bleu de Coomassie R250, 

- Palatine fast black wan, 
et de preference 

- acide hydroxy- 1 naphtalene carboxylique-2. 

- acide hydroxy-3 naphtalene carboxylique-2. 

1 5. Application du procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 1 2, a la determination, chez I'Hom- 
me. du risque atherogene lie a ia presence de la Lp(a) dans I'organisme. 

16. Methode de determination in vitro du risque atherogene lie a la presence de la Lp(a). cette methode etant 
realisee a partir d un echantillon biologique preieve chez I'homme, notamment a partir de serum ou de 
plasma, et comprenant: 

- le depot dune quantite appropriee de I echantillon biologique sous forme liquide sur un gel d elec- 
trophorese contenant au moins un compose susceptible de modifier de facon differentielle la mobilite 
electrophoretique de la Lp(a) par rapport aux autres lipoproteines tel que defini dans lune des re- 
vendications 1 a 12, notamment un gel selon Tune des revendications 13 a 15, ou sur un gel prepare 
extemporanement. a partir dun gel classique ne comprenant pas de compose tel que defini ci-des- 
sus. par immersion, pendant un temps suffisant. de ce gel classique dans une solution du susdit 
compose pour que penetre la quantite requise de compose sus-mentionne. notamment dune solu- 
tion contenant des cations ou complexes cationiques choisis notamment parmi ceux cites dans la 
revendication 5. ou des molecules ayant une partie hydrophobe et chargees negativement choisies 
notamment parmi cedes citees dans la revendication 8 ou des agents tensio-actifs neutres choisis 
notamment parmi ceux cites dans la revendication 10, 

- une etape de migration electrophoretique, 

- la detection de la Lp(a) eventuellement presente dans I echantillon biologique, notamment a laide 
d un colorant specif ique des lipoproteines tel que le colorant Noir Soudan, Rouge Soudan, ou de reac- 
tifs enzymatiques specifiques des lipides, ou danticorps marques diriges contre les lipoproteines. 
et en particular contre la Lp(a). 

1 7. Methode de determination in vitro du risque atherogene lie a la presence de la Lp(a), cette methode etant 
realisee a partir dun echantillon biologique preieve chez I'homme, notamment a partir de serum ou de 
plasma, et comprenant: 

- I'incubation de I'echantillon biologique preieve avec une solution contenant des molecules ayant une 
partie hydrophobe et chargees negativement choisies notamment parmi celles citees dans la reven- 
dication 8 ou des agents tensio-actifs neutres, notamment ceux cites dans la revendication 10, 

- le depot dune quantite appropriee de lechantillon biologique ainsi traite sur un gel classique pour 
electrophorese, 

- une etape de migration electrophoretique, 

- la detection de la Lp(a) eventuellement presente dans lechantillon biologique, notamment a I'aide 
d'un colorant specif ique des lipoproteines tel que le -olorant Noir Soudan, Rouge Soudan, ou de reac- 
tifs enzymatiques specifiques des lipides. ou d'ant^corps diriges contre les lipoproteines. et en par- 
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ticulier contre la Lp(a). 

18. Methode de determination du risque atherogene lie a la presence de la Lp(a) selon la revendication 17 
ou la revendication 18, caracterisee en ce qu'elle comprend une etape supplemental de dosage de la 
Lp(a), notamment selon la methode de LAURELL et al. 

19. Kit pour la mise en oeuvre d'un procede selon Tune des revendications 1 a ,12, ou d'une methode selon 
Tune des revendications 17 a 19, comprenant: 

- un gel pour electrophorese, notamment gel d'agarose, 

- une, ou plusieurs, solution(s) de composes, ces composes etant notamment des cations ou 
complexes cationiques choisis notamment parmi ceux cites dans la revendication 5, ou des mole- 
cules hydrophobes chargees negativement choisies notamment parmi celles citees dans la reven- 
dication 8 ou des agents tensio-actifs neutres choisis notamment parmi ceux cites dans la revendi- 
cation 10, la solution etant utilisee 

. soit pour retamponner le gel, 

. soit pour etre ajoutee dans I'echantillon biologique, 

- la ou les solutions de tampons necessaires a la migration electrophoretique des lipoproteines sur le 
gel, 

- les reactifs permettant de detecter !es lipoproteines, dont la Lp(a), apres migration sur le gel, notam- 
ment le colorant Noir Soudan. Rouge Soudan ou des reactifs enzymatiques specif iques des lipides. 

20. Kit pour la mise en oeuvre d'un procede selon Tune des revendications 1 a 12, ou d'une methode selon 
Tune des revendications 17 a 19, comprenant: 

- un gel selon Tune des revendications 13 a 15, 

- la ouies c soiutions de tampons necessaires a la migration electrophoretique des lipoproteines sur le 

gel. 

- les reactifs permettant de detecter les lipoproteines. dont la Lp(a), apres migration surle gel, notam- 
ment le colorant Noir Soudan. Rouge Soudan ou des reactifs enzymatiques specif iques des lipides. 
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Figure 1 A Figure 1B 
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Figure 2A 
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Figure 3 
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Figure 5A Figure 5B 
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